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第 1 章 緒言  
 















身・水産練り製品生産・消費量（Fukuda, 2014; みなと新聞 , 2018）に
よると，2017 年のすり身の生産量は日本が 4.1 万トンであるのに対し，
アメリカは 23.7 万トン，中国は 13.0 万トン，インドは 11.0 万トン，
タイは 6.0 万トンと日本の生産量より多い（Fig. 1-1）。しかし，同年の
すり身の消費量をみると，日本が 27.0 万トンと最多で，次いで韓国の
13.0 万トン，中国の 10.0 万トン，東南アジアの 9.0 万トン，アメリカ












































ると，日本は 50.5 万トン，次いで中国の 50.0 万トン，東南アジアの
30.0 万トン，韓国の 26.0 万トン，欧州の 14.5 万トン，北米の 11.5 万
トンで（Fig. 1-3），日本が最多で，いずれの国あるいは地域でも練り
製品の消費量がすり身の消費量よりも多い。一方，水産物流通調査品
目別水産加工品生産量累年統計（農林水産省 , 2018）によると， 2006
年における日本の水産加工品の総生産量は約 200 万トンで，その後は




目別都道府県庁所在市及び政令指定都市（ 2010 年 4 月 1 日現在で政令
指定都市であった都道府県庁所在市以外の都市（川崎市，相模原市，浜松
市，堺市及び北九州市）ランキング（総務省 , 2018）によれば，2015 年
から 2017 年における魚肉練り製品の 1 世帯当たり年間の支出金額の年
間平均は長崎市が 15,306 円で第 1 位であり，同市は全国有数の魚肉練





















































































































































































































マイワシ Sardinops melanostictus，ウルメイワシ Etrumeus teres，ウマ
ヅラハギ Thamnaconus modestus，ニベ Nibea mitsukurii，マサバ Scomber  
japonicus，クロマグロ Thunnus orientalis，スケトウダラ Theragra 
chalcogramma など，戻りを起こしにくい魚種には，マエソ Saurida  
macrolepis，トビウオ Cypselurus agoo，マアジ Trachurus japonicus な







Step of first heating：40℃
Step of second heating：90℃
Raikai
（karazuri・shiozuri・honzuri ）
Fig.1-6. Production process of kamaboko.
Raw material fish Fish meat 
9
Himodori kamabokoNomal kamaboko




























崩 壊 現 象 が 起 こ っ た 際 に ミ オ シ ン 重 鎖 の 分 解 が 起 こ る
11




（Suwansakornkul ら , 1993; 劉ら 1996a, b: 山下ら , 1996; Cao ら , 1999; 













よるシステインプロテアーゼの抑制（Yoshida ら , 2014），Pefabloc SC
のよるセリンプロテアーゼの抑制（Cao ら , 2000），EDTA によるメタ







の活性は 100℃で加熱すると 30 分で 45％が失活し，ポリペプチド鎖で
トリプシンンとは 1:1 のモル比で反応する（Sun ら , 2010）。一方で，
13
  Inhibitory 　  protease
    E-64 Cysteine  protease
Yoshida et al : Jpn. J. Food Chem. 21, 107-114 (2014)
   Pefabloc SC Serine proteinase
 
Cao et al:comparative Biochemistry and Physiology Part B 125, 255-264
（2000）
    EDTA Metalloprotease
kuwahara et al:Nippon Suisan Gakkaishi, 70, 922-927 (2004)






-SDS-PAGE から約 9ｋDa，TOF MS 分析から 8,887 Da とされ，pH 2〜
11 の間で安定であり，その熱安定性は SBTI よりも極めて高く，100℃
で 1 時間の加熱でも 85％の活性が残存する（Table 1-2）。MBTI の阻害
形態は，セリンプロテアーゼを阻害し，トリプシン様と報告されてお
り，ポリペプチド鎖上に 2 個の阻害反応部位が存在し，各々阻害活性
を有する（Sun ら , 2010）。このような阻害形態に加え，先に述べたよ
うに熱安定性の高さから，MBTI は SBTI よりも，かまぼこ製造時に 60℃
付近で顕著に現れるゲル劣化現象である火戻りを効果的に抑制できる




















* : stable in the pH readerange 2～11
** : protein as more then 85% of its initial inhibitory activity 

































成されるゲルの組織構造が崩壊することが報告されている（濱田ら ,  




































PI は，以下の 2 種を用いた。セリン PI として，既報（Sun ら 2010）
に従って調製した MBTI を用いた。すなわち，乾燥緑豆を粉砕し， 4
倍量の 0.1 M 硫酸に 24 時間浸漬後，ホモジナイズした。遠心分離後の
上清を 1 M 水酸化ナトリウムで中和し，60℃で 90 分間加温した。加温
後の遠心分離上清を 30 kDa で限外ろ過，透析後，Q-Sepharose イオン
交換カラムで分画し，トリプシン阻害画分を凍結乾燥し，精製 MBTI
とした。本調製では，乾燥緑豆 1 kg から精製 MBTI 119 mg が得られた。
この精製 MBTI による阻害活性試験（Cao ら 2000）行った結果（Table 
2-1），後述の MBTI 添加モデルへの添加量（終濃度）はセリンプロテ
アーゼ活性を抑制可能な 56 µM とした。  
また，システイン PI として E-64（ペプチド研究所製）を用い，後述
の E-64 添加モデルへの添加量（終濃度）は同様に阻害活性試験（木南
ら 1993）（Table 2-1）から，システインプロテアーゼ活性を抑制可能な
10 μM とした。  
 
1-2．筋原線維の調製と加熱  
 試料魚として，2015 年 9 月（夏季）に長崎県近海で漁獲後，氷蔵し
たワニエソ（平均体長 30.8±5.4cm，平均体重 397.4±217.3g，n=3）を長
崎魚市場より購入して用いた。筋原線維（Mf）は，既報（Tokiwa と
Matsumiya, 1969）に準じて試料魚の普通筋から調製し，0.05 M リン酸
緩衝液（pH 7.2）に懸濁させた後（タンパク質濃度 5 mg/ml），PI を添
加せずに 40℃または 50℃でそれぞれ 30 分間加熱した。一方，Mf 懸濁





Serine * MBTI 0.56 100
5.60 72
56.00 24
Cysteine ** E-64 0.56 100
1.00 5
10.00 1
 **: Cysteine protease activity was determined by the addition of Z-Phe-Arg-MCA to a
final concentration of 2 µM with or without E-64. The activity was reacted at pH 5.5 and
37℃ for 6 min.
Table 2-1. Inhibitory effect of MBTI and E-64 on protease activities in leached minced





* : Serine protease activity was determined by the addition of Boc-Phe-Ser-Arg-MCA to
a final concentration of 5 µM with or without MBTI. The activity was reacted at pH 8.0




それぞれ 50℃で 30 分間加熱した。また，PI 無添加で非加熱の Mf 懸濁
液を対照とした。なお，本研究での 40℃加熱とは通常のかまぼこ作製
時の一次加熱温度，50℃加熱とは既報（志水ら , 1962; 濱田ら , 2006）
に準じて実験的に火戻りが生じる加熱条件として設定した。  
 
1-3．SDS-PAGE およびイムノブロッティング  
 SDS-PAGE およびイムノブロッティングは，非加熱および加熱した
各 Mf 懸濁液を遠心分離し，沈殿を 1%SDS 溶液に溶解させた後，既報
（Hirasaka ら , 2016）に準じて行った。なお，イムノブロッティングに
おける一次抗体にはマウス由来抗ヒト MHC 抗体およびラット由来抗
ブリトロポミオシン抗体を用い，二次抗体にはそれぞれペルオキシダ
ーゼ標識抗マウス IgG ヒツジ IgG（Developmental Studies Hybridoma 
Bank 製）およびペルオキシダーゼ標識抗ラット IgG ヤギ IgG （Organon 























































Fig. 2-1. SDS-PAGE analysis on the degradation of myofibrillar proteins in the 
skeletal muscle of lizard fish. 
Each myofibril suspension was solubilized in the SDS-urea solution and
applied on SDS-PAGE using 10% gel. Lanes; M, molecular marker; 1, non-
heated; 2, heated for 30 min at 40℃ without PI; 3, heated for 30 min at 50℃
without PI; 4, heated for 30 min at 50℃ with MBTI (56 µM); 5, heated for 30






も MHC 相当部位に抗原陽性反応が認められたが，PI 無添加の 50℃加
熱では MHC の分解産物と考えられるバンドが 40℃加熱（PI 無添加）
より濃く検出された。一方，Mf 懸濁液に MBTI あるいは E-64 を添加





無添加の 50℃加熱では 40℃加熱（PI 無添加）と比較してトロポミオシ
ン相当部位の反応が淡かった。一方，Mf 懸濁液に MBTI を添加したと
ころ，PI 無添加または E-64 添加の 50℃加熱より幾分抗原陽性反応が
濃く検出された（Fig. 2-3）。  
 


















Fig.2-2. Immunoblotting of the degradation of myosin heavy chain (MHC).
Myofibrils were SDS-treated and applied to SDS-PAGE same as Fig. 1.
Proteins were then electrophoretically transferred to PVDF membrane and
detected with mouse anti-MHC IgG. Lanes; 1, non-heated; 2, heated for 30
min at 40℃ without PI; 3, heated for 30 min at 50℃ without PI; 4, heated for
30 min at 50℃ with MBTI (56 µM); 5, heated for 30 min at 50℃ with E-64
(10 µM).
25




Fig. 2-3. Immunoblotting of the degradation of tropomyosin. 
Myofibrils were SDS-treated and applied to SDS-PAGE same as Fig. 1.
Proteins were then electrophoretically transferred to PVDF membrane and
detected with rat anti-tropomyosin IgG. Lanes; 1, non-heated; 2, heated for 30
min at 40℃ without PI; 3, heated for 30 min at 50℃ without PI; 4, heated for








添加の 50℃加熱では，明帯および暗帯の電子密度が PI 無添加の 50℃
加熱より高く，一部には筋原線維の長軸方向に走るフィラメント構造






なったと考えられた。他方，養殖マダイ Pagrus major を含むいくつか
の魚種で，鮮度低下に伴う肉質軟化には Z 線の消失やその構成タンパ
ク質である α−アクチニンの分解が大きく影響することが明らかにさ
れている（橘ら , 1993, 2001）。しかしながら，火戻り発生温度にて，α−











Fig. 2-4. Electron micrographs of myofibril of lizard fish.
1, non-heated; 2, heated for 30 min at 40℃ without PI; 3, heated for 30 min at
50℃ without PI; 4, heated for 30 min at 50℃ with MBTI (56 µM); 5, heated
for 30 min at 50℃ with E-64 (10 µM). Each myofibril was prefixed with 2%
glutaraldehyde and postfixed with 1% osmium tetroxide. The fixed myofibrils
were dehydrated and embedded in epoxy resin. The sections were cut by
ultramicrotome and were doubly stained with uranyl acetate and lead citrate.







第 3 章 プロテアーゼインヒビター添加がかまぼこの火戻り現象に及
ぼす影響  
 

















アーゼ説（Suwansakornkul ら , 1993; 劉ら , 1996a，b; 山下ら , 1996; Cao










ゼであるとの報告がある（Cao ら , 1999）。  
 火戻り発現時のゲル劣化は PI によって抑制されるとの知見があり
（Cao ら , 2000; 桑原ら ,  2004; Yoshida ら , 2014），近年では食品添加物
として利用可能な PI に関する研究が進められている（ Jiang ら , 2006; 





りにはシステインプロテアーゼの関与も報告（ Suwansakornkul ら , 
1993; 劉ら , 1996a, b; 山下ら , 1996; Sun ら , 2010）されていることから，

















 第1章と同様に，PIは以下の2種を用いた。セリンPIは，既報（Sunら , 
2010）に従って調製したMBTIを用いた。この精製MBTIによる阻害活
性試験を既報（Caoら , 2000）に準拠して行った結果から（Table 3-1），
後述のMBTIかまぼこへの添加量（終濃度）はセリンプロテアーゼ活性
を抑制可能な56 µMとした。  
 一方，システインPIはペプチド研究所製の市販品であるE-64を用い
た。このE-64による阻害活性試験（木南ら , 1993）（Table 3-1）から，
後述のE-64かまぼこへの添加量（終濃度）はシステインプロテアーゼ
活性を抑制可能な100 µMとした。  
 
1-2．かまぼこの作製と加熱条件  
 かまぼこの作製には，試料魚としてワニエソ（平均体長 31.2 ± 1.9 cm，







鉄工所製 No. 6 C）を用いて空ずりを 5 分間，脱水肉に対して 3％食塩
を添加して塩ずりを 10 分間行った。その後，PI 無添加または PI 添加
の冷純水を加えながら，水分含量を 83%となるように本ずりを 5 分間
31
Protease Protease inhibitor




Cysteine2) E-64 0.56 100
1.00 11
100.00 3
Table 3-1. Inhibitory effect of MBTI and E-64 on protease activities in leached minced
meat of lizard fish
* : Serine protease activity was determined by the addition of Boc-Phe-Ser-Arg-MCA to a
final concentration of 5 µM with or without MBTI. The activity was reacted at pH 8.0
and 55℃ for 10 min.
** : Cysteine protease activity was determined by the addition of Z-Phe-Arg-MCA to a
final concentration of 2 µM with or without E-64. The activity was reacted at pH 5.5 and








行った。それぞれのすり身は，プラスチックチューブ（φ3 cm 長さ 10 
cm）に 3 本ずつ充填し，遠心（5,000 rpm，15 分間，4℃）に供して充
填中に生じた気泡を除去した。これらのプラスチックチューブを恒温
槽中で二段加熱後，氷水中で急冷した。本研究では，PI 無添加で一段
目の加熱を 40℃で 30 または 120 分間，二段目の加熱を 90℃で 30 分間
行ったかまぼこを常法かまぼこ，一段目の加熱を 60℃で 30，60，90
または 120 分間，二段目の加熱を 90℃で 30 分間行ったかまぼこを火
戻りかまぼことした。また，MBTI を添加して火戻りかまぼこと同じ
加熱条件で作製したかまぼこを MBTI かまぼこ（終濃度 56 µM），E-64
を添加して火戻りかまぼこと同じ温度で一段目の加熱を 30 または 120
分間，二段目の加熱を 30 分間行ったかまぼこを E-64 かまぼこ（終濃





本測定は，作製したかまぼこ 1 本につき，φ3 cm 長さ 1.5 cm で 3 ブロ
ックを切り出し，円柱型プランジャー（φ5 mm），押し込み速度 1 











 SEM 観察試料の作製は，既報（Mora ら 2007）に準じて行った。す
なわち，一段目の加熱 120 分間のかまぼこを細切，10%中性緩衝ホル
マリンで固定後，パラフィン切片を作製し，ヘマトキシリン・エオジ














student’s t-test を用いた。  
 
2. 結果および考察  
2-1. 物性値（破断応力および破断変形）   
 破断応力は，一段目の加熱 30 分間の常法かまぼこでは 34.96 ± 7.78 
N/cm2，火戻りかまぼこでは 25.20 ± 1.31 N/cm2，MBTI かまぼこでは




時間の延長に伴い低下し，一段目の加熱 120 分間ではそれぞれ 7.56 ± 
0.03 N/cm2，12.54 ± 0.13 N/cm2 を示した。E-64 かまぼこでは一段目の
加熱 30 分間で 28.66 ± 1.43 N/cm2，120 分間で 9.73 ± 0.67 N/cm2 となっ
た。一段目の加熱 30 分間，120 分間ともに，MBTI かまぼこの破断応
力は火戻りかまぼこ，E-64 かまぼこより有意に高い値を示した（Fig. 
3-1）。  
 破断変形は，一段目の加熱 30 分間の常法かまぼこでは 10.76 ± 0.64 
mm，火戻りかまぼこでは 10.97 ± 0.49 mm，MBTI かまぼこでは 11.44 ± 
0.27 mm を示した。火戻りかまぼこと MBTI かまぼこは加熱時間の延
長に伴い低下し，一段目の加熱 120 分間ではそれぞれ 6.92 ± 0.24 mm，
8.52 ± 0.47 mm を示した（Fig. 3-2）。E-64 かまぼこでは一段目の加熱






2-2. SEM 観察  



































: Himodori-kamaboko with MBTI
: Himodori-kamaboko without PI
: Normal-kamaboko
: Himodori-kamaboko with E-64
Fig. 3-1. Influence of preheating time on breaking strength of normal and
himodori kamaboko.
Himodori kamaboko was preheated for indicated period at 60˚C with or
without PI. Normal kamaboko was indicated as control (preheated at 40˚C).
Each value is the mean ± SD (n=3). *: difference from himodori kamaboko
























: Himodori-kamaboko with MBTI
: Himodori-kamaboko without PI
: Normal-kamaboko
: Himodori-kamaboko with E-64
Fig. 3-2. Influence of preheating time on breaking deformation of normal
and himodori kamaboko.
Himodori kamaboko was preheated for indicated period at 60˚C with or
without PI. Normal kamaboko was indicated as control (preheated at 40˚C).
Each value is the mean ± SD (n=3). *: difference from himodori kamaboko




Fig. 3-3. Light micrographs of normal and himodori kamaboko.
Himodori kamaboko was preheated for 120 min at 60˚C with or without PI.
Normal kamaboko was indicated as control (preheated for 120 min at 40˚C).
Each section was doubly stained with haematoxylin and eosin. A, normal-
kamaboko; B, himodori-kamaboko without PI; C, himodori-kamaboko with








2-3. TEM 観察  









の構造を比較すると，MBTI かまぼこは E-64 かまぼこより常法かまぼ













Fig. 3-4. Electron micrographs of normal and himodori kamaboko. 
Himodori kamaboko was preheated for 120 min at 60˚C with or without PI.
Normal kamaboko was indicated as control (preheated for 120 min at 40˚C).
Each section was doubly stained with uranyl acetate and lead citrate. A,
normal-kamaboko; B, himodori-kamaboko without PI; C, himodori-







































った際に MHC の分解が起こる(濱田ら, 2006; Jiang ら, 2006)。ま
た，アクチン，α-アクチン，トロポミオシン等の Mf を構成する重要
なタンパク質の分解に伴う微細構造の変化が影響しているといわれて







































 また，Mf の微細構造の変化に着目して TEM にて観察したところ，
40℃加熱では非加熱の Mf と同様，明帯と暗帯が規則正しく並ぶ骨格
筋特有の横紋構造を呈していた。しかしながら，PI 無添加の 50℃加熱








フィラメントを形成し，それを Z 線に連結する役目を α−アクチニンが







が明らかにされている（橘ら , 1993, 2001）。しかしながら，火戻り発生
温度にて，α−アクチニンは分解しないという報告がある（Cao ら , 2000; 
Sun ら , 2010）。このことから，本章での 50℃加熱に伴う明帯のフィラ
メント構造崩壊には，α−アクチニンの分解よりも，むしろトロポミオ
シンの分解による影響が非常に大きいと考えられた。  
 一方，Mf 懸濁液に MBTI や E-64 を添加して 50℃加熱すると，電気





が知られている（劉ら , 1996a, b）。また，マルアジ Decapterus maruadsi





ておりこれら PI は火戻り抑制効果を有すると報告されている（Sun ら , 
2010）。しかしながら，本章において E-64 では Mf の明帯フィラメント
の崩壊が MBTI と比較して抑制されていないことから，火戻りの加熱


































おいては Mf 結合型セリンプロテアーゼ（MBSP）が 60℃付近のゲル劣
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